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Aus dem Universitätsklinikum Münster 
Institut für Physiologie –Bereich vegetative Physiologie 
Direktor und Referent: Univ.-Prof. Dr. Hans Oberleithner 
Koreferent: PD Dr. Schneider 
Zusammenfassung 
Vektorieller HCO3- -Transport in submukösen Drüsenzellen 
Andrea Waltz 
HCO3- -Transport wurde in verschiedenen Epithelien nachgewiesen, in Atemwegen sprach 
man ihm bis jetzt keine besondere Bedeutung zu. So wurde bisher der Cl- -Transport für die 
Pathophysiologie der CF verantwortlich gemacht. Möglicherweise ist aber nicht fehlende Cl- - 
sondern unzureichende HCO3- -Sekretion die Ursache für die Symptomatik der CF.  
Um die Bedeutung dieses Transportweges genauer zu verstehen, wurden die für den vek-
toriellen HCO3- -Transport verantwortlichen Systeme von Calu-3 Zellen, einer seröser 
Adenokarzinomzelllinie der Lunge, untersucht. Dazu wurden fluoreszenzoptische Messungen 
des pH -Wertes sowie elektrophysiologische Methoden zur Bestimmung des Membran-
potentials eingesetzt. Des Weiteren wurden auch molekularbiologische Methoden zum 
Nachweis der Expression einzelner Proteine verwendet.  
Grundvoraussetzung für den Transport von HCO3- -Ionen sind Systeme, die die pH- 
Homöostase gewährleisten. Durch die Verwendung isoform-spezifischer Blocker konnten wir 
zeigen, dass Calu-3 Zellen die ubiquitär exprimierte Isoform 1 der Natriumprotonen-
austauscher (NHE-1) exprimieren. Unsere Experimente sprechen dafür, dass diese Zellen 
auch Na+ -unabhängige H+ -Transporter besitzen. So ist es uns gelungen, die funktionelle 
Expression der renalen Isoform der H+/K+ -ATPase nachzuweisen.  
Die HCO3- -Aufnahme wird in vielen sekretorischen Epithelien durch einen Na+ -abhängigen 
HCO3- -Transporter (NBC) vermittelt. Auch in Calu-3 Zellen führte Depolarisation durch 
Stimulation des cAMP -Weges zu einer Verstärkung, Hyperpolarisation durch Kaliumka-
nalaktivatoren zu einer Hemmung des HCO3- -Importes, was für einen elektrogenen NBC 
spricht. Außerdem zeigte sich, dass ein DIDS insensitiver, aber Glibenclamid empfindlicher 
Prozess am HCO3- -Export in diesen Zellen beteiligt ist. 
Unsere Daten lassen vermuten, dass der hier beobachtete Mechanismus, über den HCO3- die 
luminale Membran der Calu-3 Zellen verlässt, durch CFTR vermittelt wird. Eine einge-
schränkte Funktion des CFTR -Kanals würde somit auch die HCO3- -Sekretion in 
Atemwegsepithelien vermindern. 
Tag der mündlichen Prüfung: 22.11.2005 
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1 Einleitung 
1.1 Die Mukoviszidose und ihre klinischen Manifestationen 
Bei der autosomal rezessiven Erbkrankheit Mukoviszidose (cystic fibrosis (CF)) handelt es 
sich um die Folgen von Mutationen im CFTR -Protein (6), einem Membranprotein, dessen 
Funktionen später noch ausführlicher erläutert werden. Riordan et al gelang es, die häufigste 
Mutation der CF, die Deletion von Phenylalanin in Position 508 (∆F508), zu entdecken (52). 
Die Auswirkungen dieser Mutationen sind vielfältig: 
1. Die schwerwiegendste Manifestation der CF sind chronische Atemwegsinfektionen, für 
deren Pathophysiologie es verschiedene Erklärungen gibt. Eine davon ist, dass durch die 
veränderte Salzkonzentration in der Atemwegsflüssigkeit die Aktivität der antimikrobiellen 
Enzyme gestört wird (59). Außerdem wurde bei niedriger Na+ -Konzentration, wie sie bei 
Patienten mit CF in der oberflächlichen Flüssigkeitsschicht der Luftwege (ASL) postuliert 
wird (42), eine verminderte Neutrophilenabwehr beobachtet. Diese Ergebnisse konnten 
allerdings nicht rekonstruiert werden (64). Zusätzlich gefördert werden Infektionen durch die 
herabgesetzte Zilienkinetik (5), die bei dem unphysiologisch sauren pH-Wert des Atems bei 
CF Patienten entsteht (63; 64). 
2. Die erhöhte Cl- -Konzentration im Schweiß entsteht durch die Funktion des CFTR als 
Ionenkanal für Chlorid und als Regulator assoziierter Natrium -Kanäle (49). Normalerweise 
reabsorbieren diese beiden Kanäle Natriumchlorid. Durch den Defekt kann kein NaCl im 
Schweissdrüsengang reabsorbiert werden, worauf die NaCl -Konzentration ansteigt, was 
heute in der Medizin als ein diagnostischer Test auf die CF genutzt wird.  
3. Im Pankreas können die Enzyme durch die hohe Viskosität des Sekretes nicht mehr aus 
den Gängen gespült werden. Durch die Aktivierung dieser Enzyme im Pankreas wird das 
Gewebe zerstört. Daher kommt es bei CF -Patienten in 80 % der Fälle schon bei der Geburt 
zu einer Pankreasinsuffizienz (58). Aus dem Mangel an Verdauungsenzymen resultieren 
Maldigestion und Steatorrhoe, wodurch essentielle Fettsäuren und fettlösliche Vitamine nicht 
ausreichend aufgenommen werden. Therapiert wird die Pankreasinsuffizienz durch Diät und 
Substitution von Enzymen (50). 
4. Die Manifestation im Magen-Darmtrakt kann sich als erstes Symptom am Auftreten eines 
Mekonium Ileus zeigen. Obwohl sich die therapeutischen Möglichkeiten stark gebessert 
haben (11), gilt der Mekoniumileus nach wie vor als ein Prognosefaktor (45). Im 
Erwachsenenalter ist das distale intestinale obstruktive Syndrom eine Differentialdiagnose 
zur Appendizitis (3; 39). Die erhöhte Rate an gastroösophagealem Reflux, die sich 
 7 
vermutlich auf den Husten zurückführen lässt, wird verdächtigt, an den pulmonalen 
Komplikationen beteiligt zu sein (58). 
5. Die Leberbeteiligung tritt meistens während der Pubertät auf und hat eine Prävalenz von 
13-18% (9). Durch die Hyperviskosität der Galle werden Cholangiozyten und Hepatozyten 
beschädigt. Das stimuliert eine fokale Fibrose, die in 2-5 % der betroffenen Patienten zur 
Zirrhose führen kann (15).  
6. Die Lebenserwartung bei Patientinnen mit einer CF ist seit 1969 von 14 Jahren auf heute 
ca. 32 Jahre gestiegen (42). Dadurch stellt sich die Frage, wie sich eine Schwangerschaft auf 
den Krankheitsverlauf auswirkt. Studien zeigen, dass die Schwangerschaft bei keiner 
Subgruppe die Überlebensprognose der Mutter negativ beeinflusst (19; 18). Unter den 
männlichen Patienten leiden 97-98% unter einem kongenitalen, bilateralen Fehlen der Vasa 
Defferentia, wodurch es zur Azoospermie kommt (37). 
 
1.2 CFTR  
Die Funktion des CFTR als cAMP (cyclic adenosine 3’, 5’ –monophosphate) regulierter Cl- -
Kanal, wie sie 1991 erstmals beschrieben wurde (1), stand lange Zeit im Mittelpunkt der 
Forschung. So wurde angenommen, dass ein gestörter Cl- -Transport für die 
Pathophysiologie der Mukoviszidose verantwortlich sei, während der Bikarbonat (HCO3-) -
Transport zu diesem Zeitpunkt wenig beachtet wurde. Erst nachdem HCO3- -
Transportvorgänge in verschiedenen Geweben die CFTR exprimieren (48) beschrieben 
wurde, richtete sich die Aufmerksamkeit vermehrt auf seine mögliche Bedeutung für die 
oben beschriebene Symptomatik der CF. So wurden verschiedene Hinweise darauf gefunden, 
dass CFTR als cAMP gesteuerter Anionenkanal sowohl Cl- als auch HCO3- durch die apikale 
Membran transportiert (60; 34; 4; 14). Da die Permeabilität von CFTR für HCO3- relativ 
gering ist (47; 38; 20; 25; 26), stellt sich doch die Frage, ob CFTR bei diesen 
Vorraussetzungen überhaupt HCO3- transportieren kann. Um neue Behandlungsansätze für 
CF -Patienten zu finden, ist es wichtig, diese Frage zu beantworten und herauszufinden, 
welche Funktion des CFTR bei der Mukoviszidose defekt und für die oben beschriebene 
Symptomatik verantwortlich ist. 
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1.2.1 Weitere am HCO3- -Transport beteiligte Systeme 
Die HCO3- -Sekretion von CFTR setzt spezifische Im- und Exportsysteme für HCO3- und 
H+ -Ionen voraus, die den vektoriellen HCO3- -Transport erst ermöglichen. Die Funktion der 
einzelnen Systeme muss eng aneinander gekoppelt sein, um Störungen des zytosolischen 
Milieus zu vermeiden. Für den H+ -Transport wichtige Systeme sind der Natrium -Protonen -
Austauscher (NHE), die H+/ K+ - und die V -ATPase. Für die beiden Erstgenannten gibt es 
Hinweise, dass sie an der pH -Regulation in Atemwegsepithelien beteiligt sind (27; 61). Der 
Import von HCO3- durch die basolaterale Membran kann durch drei wichtige Proteine 
erfolgen. Zwei davon sind der elektrogene und der elektroneutrale Natrium-Bikarbonat-
Kotransporter (NBC). Es gibt verschiedene Arbeiten, die entweder dem einen oder dem 
anderen eine wichtige Rolle beim HCO3- -Transport zuschreiben (35; 14). Bei dem dritten 
Protein handelt es sich um den Na+ -unabhängigen Anionenaustauscher (AE), dessen 
Funktion ebenfalls kontrovers diskutiert wird (35; 14; 12; 66). Die Bedeutung der einzelnen 
Transporter und der Mechanismus, über den sie aneinander gekoppelt sind, wurden bis jetzt 
gerade bei Atemwegsepithelien noch nicht ausreichend beschrieben. Wir möchten in dieser 
Arbeit anhand von Calu-3 Zellen herausfinden, welche Proteine an der pH -Regulation 
beteiligt sind und welcher Mechanismus den vektoriellen HCO3- -Transport ermöglicht. 
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2 Material und Methoden  
 
2.1 Messaufbau 
 
 
 
Abb. 2:  Aufbau der Messapparatur  
 
2.1.1 pH -Wert Messungen 
Für unsere pH -Messungen wurde der in Abbildung 2 gezeigte Messaufbau verwendet. Als 
Lichtquelle diente eine Xenonkurzbogenlampe (XBO 75, Carl Zeiss, Oberkochen). Der 
Strahlenweg ließ sich durch eine Lichtklappe blockieren, um unerwünschtes Bestrahlen des 
Präparates bei eingeschalteter Lampe zu vermeiden. Der Lichtstrahl wurde durch eine 
Lochblende mit einem Durchmesser von 6 mm begrenzt. Ein Tempaxglas (Typ 114, Schott, 
Mainz), das den langwelligen Lichtanteil mit einem Transmissionsmaximum von 300-600 
nm absorbierte, schützte die Filteroptik vor Hitzeschäden. Das motorgetriebene Filterrad 
(Eigenbau Physiologisches Institut Freiburg (P.I.); Rotationsfrequenz 10-100 Hz) 
ermöglichte den Wechsel der Anregungswellenlängen, wobei für die pH -Messungen 
Bandpassfilter der Wellenlänge 436 nm und 488 nm genutzt wurden. Durch einen Farbteiler 
(FT 510) wurde das kurzwellige Anregungslicht über das Objektiv (40x Plan Neofluar oder 
100x Fluar, Carl Zeiss) auf das Präparat gelenkt. Das emittierte Fluoreszenzlicht passierte 
den Farbteiler und eine verstellbare Blende, um die Photonenzählröhre (H 3460-04, 
Hamamatsu, Herrsching, Spannung 1100-1300 Volt) zu erreichen. Ein Vor- und 
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Anpassungsverstärker speiste das Signal der Zählröhre in eine A/D Wandlerkarte („Biocard“, 
P. I. Freiburg). Diese wandelte die Spannungswerte der Zählröhre in Binärdaten um. Nach 
der Speicherung der Daten auf der Festplatte eines AT-Computers wurden sie mit einem 
entsprechenden Programm („Quotana“, Dr. Fröbe, P.I. Freiburg) in ASCII Zahlenwerte 
umgerechnet. Dabei wurden jeweils 10 Werte gemittelt. Ausgewertet wurden die Daten mit 
Standardsoftware (Grapher, Golden Software, Golden, Co., USA). Die Blende wurde so 
eingestellt, dass bei 40 facher Vergrößerung die Signale von 8-12 Zellen gemessen wurden. 
Bei 100 facher Vergrößerung und Messungen von 3-4 Zellen waren die Ergebnisse 
vergleichbar. 
 
2.1.2 Perfusionskammer  
Die Deckgläser mit den angezüchteten Zellen wurden als Boden in eine Perfusionskammer 
eingesetzt. Die aus Plexiglas gefertigte Kammer ermöglichte durch einen zuführenden und 
einen absaugenden Schlauch den kontinuierlichen Austausch der Perfusionslösung. Die 
Lösungen wurden durch einen Durchlauferhitzer auf ca. 37 °C erwärmt und mit einer 
Durchflussrate von 2-3 ml/min in das Bad (0,5 ml Volumen) geleitet. Die Kammer befand 
sich auf dem Arbeitstisch eines invertierten Mikroskops (Axiovert 10, Carl Zeiss). 
 
2.2 Saugelektrodentechnik 
1976 wurde die Saugelektrodentechnik (SE -Technik) von Erwin Neher und Bert Sakmann 
erstmals zum Messen einzelner Ionenkanalströme vorgestellt (43). 1981 gelang es, diese 
soweit zu verbessern, dass mit höheren Abdichtwiderständen auch Ganzzellströme gemessen 
werden konnten (23).  
Bei der SE -Technik wird eine mit Elektrolytlösung gefüllte Glaspipette auf die Zellmembran 
aufgesetzt. Durch einen leichten Unterdruck wird die Membran in die Pipette gesogen, ohne 
dabei einzureißen. Die entstehenden Wechselwirkungen erzeugen enorme 
Abdichtwiderstände (1-100 GΩ). Diese sind die Vorraussetzung für die Ableitung von 
Ionenströmen. Bei der Durchführung von Ganzzellableitungen wird kurz ein größerer 
Unterdruck erzeugt, wodurch die Membran im Bereich der Pipette einreißt, ohne den Kontakt 
zur Zelle zu verlieren. Dadurch entsteht eine elektrische Verbindung zwischen dem 
Pipettenlumen und Zellinneren, was die Messung von Membranpotential und Ganzzellstrom 
ermöglicht. Alle in dieser Arbeit beschriebenen SE -Daten wurden mit der beschriebenen 
Ganzzellableitung erhoben. 
 11 
2.2.1 Pipetten 
Die Pipetten für die SE -Versuche bestanden aus Borosilikatglaskapillaren (Clark-Medical, 
Reading, GB). Sie wurden in einem Puller (DMZ Universal Puller, Zeitz Instruments, 
Augsburg) auf einen Spitzendurchmesser von 1-3 µm gezogen. Danach wurden die Spitzen 
mit Hilfe einer glühenden Platinschlinge unter einem Mikroskop geglättet. Die mit KCl -
Lösung gefüllte Pipette wurde auf einer Ag/AgCl -Elektrode gesteckt und in einem 
Pipettenhalter (P. I. Freiburg) befestigt. Zu Beginn der Versuche wurde überprüft, ob die 
Pipetten den erwünschten Widerstand von 2-6 MΩ besaßen. 
 
2.2.2 SE -Versuchsaufbau 
Um einen geschlossenen Stromkreis zu erzeugen, wurde eine weitere Ag/AgCl -Elektrode als 
Referenzelektrode verwendet. Diese enthielt wie die Messelektrode eine KCl- Lösung, welche 
kontinuierlich aus dem Halter der Elektrode (Geschwindigkeit 0,5 ml/d) floss, um ein 
Eindringen der Perfusionslösung zu verhindern. Ein computergesteuerter „Patch-Clamp“-
Verstärker (EPC 7, List Medical Darmstadt) sorgte für eine Verstärkung der Spannungs- und 
Stromwerte. Die Daten wurden bei 1 kHz gefiltert und an einen Analog - Digitalwandler 
(Digidata 1200, Axon Instruments Inc., Union City USA) geleitet. Die digitalisierten Daten 
wurden für spätere Auswertungen auf einem Computer gespeichert und/oder auf dem 
Oszilloskop (Gould Nicolet GmbH, Erlensee) sowie einem Zweikanalschreiber (Gould) 
visualisiert. 
Die Saugelektrode wurde durch einen Manipulator (Eppendorf LM 1571, Eppendorf 
Hamburg) bewegt. Zur Stabilisierung des Systems war dieser unabhängig vom Mikroskop an 
einem Turm befestigt. Um die Übertragung von Erschütterungen zu vermeiden und dadurch 
den vorzeitigen Abbruch der Experimente durch Verlust der Zelle zu minimieren, wurde die 
gesamte Apparatur auf einem pressluftgelagerten, schwingungsgedämpften Tisch montiert. 
 
2.2.3 Abdichtwiderstand 
Um zu bestimmen, ob ein ausreichender Abdichtwiderstand vorliegt, wurde ein 
alternierender Spannungspuls von 2 mV angelegt. Während des Ansaugens der Zelle wurde 
der Strom auf dem Oszilloskop beobachtet. Der gemessene Strom konnte als ein Maß für den 
Abdichtwiderstand genutzt werden. Dabei ging eine Abnahme des Stroms mit einer Zunahme 
des Abdichtwiderstands einher. Ein Wert von 2 GΩ wurde als ausreichend groß angesehen. 
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2.2.4 Membranpotential  
Das Membranpotential (Vm) entspricht dem Pipettenpotential, bei dem keine Nettoströme 
von der Pipette in die Zelle fließen. Zu Beginn der Versuche wurde es im Nullstrommodus 
des Saugelektrodenverstärkers gemessen. Dabei sollte Vm mindestens -30 mV betragen.  
 
2.3 Ammoniumpuls 
Die Technik des Ammoniumpulses wird dazu verwendet, Zellen transient anzusäuern und 
unter diesen Bedingungen die Aktivität pH regulierender Mechanismen zu untersuchen (54). 
Dabei macht man es sich zunutze, dass Ammonium (NH4+) in einem Fließgleichgewicht mit 
Ammoniak (NH3) steht. 
 
NH4+ ↔ NH3 + H+ 
 
Für die Durchführung des NH4+ -Pulses werden die Zellen zuerst mit einer NH4+ -haltigen 
Lösung (siehe Methoden 2.7.1) umspült. Während NH4+ wegen seiner Ladung nicht die 
Zellmembran passieren kann, diffundiert NH3 frei in die Zelle. Dort stellt sich das 
Gleichgewicht neu ein, Protonen (H+) werden gebunden und es kommt zur Alkalinisierung 
(siehe Teil B der Abb. 3). Durch die Aktivität azidifizierender Transporter wird der pH-Wert 
wieder normalisiert. Im folgenden Schritt wird eine Lösung ohne NH4+ auf die Zelle geleitet, 
wodurch sich das Fließgleichgewicht in die entgegengesetzte Richtung verändert. NH3 
diffundiert aus der Zelle und die Konzentration der H+ -Ionen in der Zelle steigt an. 
 
2.4 Intrazelluläre pH –Messungen mittels BCECF 
Physiologische Änderungen des pH-Wertes spielen sich bei den meisten Zellen im Bereich 
von 6,8-7,4 ab. Für die Messung vom intrazellulären pH-Wert (pHi) wird daher ein Farbstoff 
mit einer Säurekonstanten (pKa) in diesem Bereich gesucht. BCECF (2‘,7‘ -Bis(carboxyl) -
5(6) -carboxyfluorescein) ist durch seinen pKa von 6,97-6,99 gut geeignet. Zu den 
Eigenschaften dieses Farbstoffes gehören ein Anregungsspektrum mit einem Maximum bei 
503 nm und ein Emissionsspektrum dessen Maximum bei 525 nm liegt. Während der 
Anregung bei 488 nm wird die Emissionsintensität durch Azidifizierung erniedrigt und durch 
Alkalinisierung erhöht. Im Bereich von 436-439 nm hat BCECF eine konstante, pH-Wert 
unabhängige Emissionsintensität. Durch die Bildung des Quotienten der Emissions-
intensitäten bei 488 nm und 436 nm lässt sich ein Fluoreszenzwert errechnen, der unabhängig 
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von der exponentiellen Abnahme der Fluoreszenzintensität durch Ausbleichen, Auswaschen 
und Transport des Farbstoffes ist. 
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Abb. 3:  Graphische Darstellung der Quotientenmethode. In Teil A sind die Emissionsintensitäten, gemessen 
bei 530 nm, bei Anregung mit Licht der Wellenlängen 488 bzw. 436 nm zu sehen. Teil B zeigt den Quotienten 
der Intensitätswerte während des oben beschriebenen Ammoniumpulses.  
 
2.4.1 Anwendung 
BCECF wurde in Form von BCECF/AM (Molecular Probes) mit Hilfe von Pluronic F127, 
das selber weder eine fluoreszierende noch zellschädigende Wirkung hat, in Lösung 
gebracht. Bevor die Zellen bei Raumtemperatur 20-30 Minuten inkubiert wurden, 
bestimmten wir die Eigenfluoreszenz des Präparates und der Apparatur. Die Intensitätswerte 
lagen immer unter 5 % des späteren Fluoreszenzsignals und wurden bei der Auswertung vom 
Messwert abgezogen. Während der Inkubation diffundierte der veresterte Farbstoff ins 
Zellinnere, wo seine Acetoxymethylgruppen von unspezifischen Esterasen abgespalten 
wurde (Abb. 4). Der nun lipophobe Farbstoff konnte die Zellmembran nicht mehr passieren. 
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BCECF - Acetoxymethylester Unspezif. BCECF (freie Säure) 
 
 
 
Esterasen  
 
 
 
Abb. 4: Strukturformeln des Fluoresceinderivates BCECF in veresterter Form mit Acetoxymethylgruppen und 
nach der Abspaltung in seiner lipophoben Form. 
 
2.5 Eichung  
Um den pH-Wert aus dem Fluoreszenzquotienten zu bestimmen, musste zunächst eine 
Eichgerade erstellt werden. Dazu wurde der halbsynthetische K+/H+- Austauscher, Nigericin, 
verwendet, der zur Equilibrierung zwischen intra- (pHi) und extrazellulärem (pHe) pH-Wert 
in einem kaliumreichen Milieu führt ([Kalium] = 145 mmol/l) (51).  
1.0
1.5
2.0
2.5
3.0
Fl
uo
re
sz
qu
ot
ie
nt
 4
88
/4
36
 n
m
Nigericin (1 µmol/l)
145 mmol/l KCl
pH:         6,5                           7                      7,4                          8
5 min
 
Abb. 5: Eichung des Fluoreszenzsignals. Aufgeführt wird der Fluoreszenzquotient gegen die Zeit, außerdem 
werden auf der x-Achse die Badlösungen beschrieben. Das Ergebnis der Eichkurve zeigt die Ausgleichsgerade, 
es beträgt: Fluoreszenzquotient = 0.97 * pH - 4.9 
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Die kaliumreiche Lösung depolarisierte die Zellen, wodurch der Eichvorgang vom 
Membranpotential unabhängig wurde. Die Eichlösungen wurden mit steigenden pH-Werten 
auf die Zellen gegeben (siehe Abb. 5). Nach vollständiger Angleichung von pHi und pHe 
stellte sich eine Plateauphase ein. Die jeweiligen Werte der Fluoreszenzquotienten, die 
während der Plateauphasen erreicht wurden, konnten nun zur Erstellung einer Eichgerade 
(Abb. 6) verwendet werden. 
 
1 1.5 2 2.5 3
Fluoreszenzquotient
6.4
6.8
7.2
7.6
8
pH
Regressionsgleichung Y = 0.9976016531 * X + 5.065586166
Anzahl Datenpunkte = 4
 
 
Abb. 6: Aufgetragen wurde der Fluoreszenzquotient gegen den pH-Wert. Die Funktionsgleichung der 
Ausgleichsgerade ergibt: 
pH = 0.997 * Fluoreszenzquotient + 5.1 
 
2.6 RT-Polymerasekettenreaktion 
Die Polymerasekettenreaktion (PCR) dient zur Amplifikation von DNA Sequenzen. Wir 
verwendeten diese Methode zum spezifischen Nachweis von messenger (m)RNA die für die 
vor allem in der Niere exprimierte nichtgastrische H+/K+ –ATPase, ATP1AL1, codiert. Dabei 
wurde RNA von menschlicher Niere als Positivkontrolle verwendet und genauso wie die 
RNA der Calu-3 Zellen mit Trizol isoliert. Messenger RNA wurde mit Oligo-dt-Cellulose 
gereinigt und mit Hilfe einer Elektrophorese analysiert. Für die reverse Transkription, bei der 
die RNA in cDNA umgeschrieben wird, wurde ein PCR Kit von Invitrogen verwendet. 
Danach amplifizierten wir die dabei entstandene Einzelstrang cDNA. Für dieses Experiment 
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synthetisierte eine hitzestabile DNA Polymerase, ausgehend von zwei Oligo-
nukleotidprimern, die zwischen ihnen liegende DNA Sequenz. Es wurden Primer aus zwei 
spezifischen Oligonukleotidsets verwendet. Diese entstammten dem N-Terminus von 
ATP1AL1 (Vorwärtsprimer HK1: ATGCACCAGAAAACCCCAGAAA; Rückwärtsprimer 
HK1: CAGGGATGCAGACTTGTCGC; Vorwärtsprimer HK2: CCGCACTCATTAACCT; 
Rückwärtsprimer HK2: CTAAG CATGGTAAACTCAAG). Weder die HK1 noch die HK2 
Primer detektieren andere Mitglieder der P-typ ATPase Familie. Die DNA Matrize wurde bei 
90-92 °C denaturiert. Nach Anlagerung der spezifischen Primersequenzen (40-60 °C) 
erfolgte im Elongationsschritt (72 °C) die Polymerasereaktion. Die amplifizierten PCR 
Produkte (HK1=314 bp, HK2=446 bp) wurden in den Bluescript SK+ Vektor (Stratagene) 
subkloniert und sequenziert (MWG Biotech, Deutschland). 
 
2.7 Lösungen 
2.7.1 Lösungen ohne HCO3- 
Die ersten Versuchsreihen wurden mit Lösungen ohne Bikarbonat (HCO3-) durchgeführt 
(Tabelle 1). Alle Lösungen wurden vor Gebrauch auf ca. 36 °C erwärmt und auf einen pH-
Wert von 7,4 eingestellt, um physiologische Bedingungen zu schaffen. 
Für die Untersuchung Na+ -abhängiger Transporter wurden die Kontrolllösung mit 145 
mmol/l Na+ und die 5 Na+ -Lösung verwendet. In der 5 Na+ -Lösung wurde N-Methyl-D- 
Glukamin (NMDG), das in wässriger Lösung zum NMDG+ -Kation protoniert, als Ersatz für 
Na+ eingesetzt. Die 20 NH4+ -Lösung wurde, wie unter Methoden 2.3 beschreiben, zur 
Azidifizierung der Zellen durch den Ammoniumpuls eingesetzt. 
 
 Kontrolle 20 NH4+ 5 Na+ KCl 
KCL    145 
NaH2PO4    0,4 
Na2HPO4    1,6 
NMDG   140  
HCl   125  
NaCl 145 125 5  
NH4Cl  20   
KH2PO4 0,4 0,4 0,4  
K2HPO4 1,6 1,6 1,6  
Glukose 5 5 5 5 
MgCl2 1 1 1 1 
Ca-
Gluconat 
1,3 1,3 1,3 1,3 
 
Tabelle 1: Lösungen ohne Bikarbonat.  
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2.7.2 Lösungen mit HCO3- 
In weiteren Versuchsreihen wurden Experimente mit bikarbonathaltigen Lösungen (Tabelle 
2) durchgeführt. 
 
Substanz Kontrolle 20 NH4+ 5 Na+ NaGluconat 
NaGlu    120 
NMDG   140  
HCl   100  
NaCl 120 100 5  
NH4Cl  20   
KH2PO4 0,4 0,4 0,4 0,4 
K2HPO4 1,6 1,6 1,6 1,6 
Glukose 5 5 5 5 
MgCl2 1 1 1 1 
CaCl2 1,5 1,5 1,5 1,5 
NaHCO3 25 25 25 25 
 
Tabelle 2: Lösungen mit Bikarbonat.  
 
Die Kontrolllösung verwendeten wir zusammen mit der 5 Na+ -Lösung für die Versuche der 
Natrium und Bikarbonat abhängigen Prozesse. Die Erholungsraten unter niedriger und hoher 
Natriumkonzentration wurden verglichen. 
Die 20NH4 –Lösung nutzten wir zum Azidifizieren der Zellen durch den Ammoniumpuls. 
Um die Funktion Cl- -abhängiger Prozesse zu untersuchen, wurden Versuche ohne Chlorid 
durchgeführt. Dabei verwendeten wir Natriumglukonat (NaGlu) als Ersatz für Chloridionen.  
 
2.8 Calu-3 Zellen 
Bei der Calu-3 Zelllinie handelt es sich um seröse Drüsenzellen aus einem Adenokarzinom 
der Lunge (24). Die Zellen sezernieren Elektrolyte, Mukus, antibakterielle Peptide und 
Lysozym. Shen, Finkbeiner et al beschreiben sie als einzige von 12 Zelllinien, die eine hohe 
CFTR-Expression und cAMP -abhängige Cl- -Sekretion aufweist. Sie ist elektrophysio-
logisch gut charakterisiert und exprimiert keine epithelialen Natriumkanäle (56). 
Die Calu-3 Zellen wurden in T 25 Flaschen bei 37 °C und einer Begasung mit 5 % CO2 unter 
Standardbedingungen kultiviert. Das Nährmedium hatte folgende Zusammensetzung. 
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Substanz V (ml) 
FKS 17,65 
Hepes 1 
Pen/Strep 1 
L-Glutamin 1 
DMEM-F12 79,35 
Tabelle 3: Nährmedium für die Calu-3 Zellen 
 
Für die Versuche wurden die Zellen auf Deckgläsern angezüchtet, wobei die Zellen bei den 
Fluoreszenzexperimenten in subkonfluentem Zustand verwendet wurden. Die bei den 
Saugelektrodenversuchen verwendeten Zellen wurden hingegen dünn gesät. 
 
2.9 Substanzen 
 
Substanz Eigenschaft 
HOE 694  Spezifischer Inhibitor des NHE 1 
DIDS Hemmstoff des Cl-/HCO3- -Austauschers, in hoher Konzentration auch 
des Na+/HCO3- -Kotransporters 
Nigericin Halbsynthetischer H+/K+ -Austauscher 
1-EBIO Aktiviert Ca2+ -abhängige K+ -Kanäle 
Forskolin Aktiviert Adenylatzyklase 
Glibenclamid CFTR Inhibitor 
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3 Ergebnisse 
Alle Zellen des Körpers besitzen Systeme, um den zytosolischen pH -Wert konstant zu halten. 
Dabei können sie sich sowohl HCO3- -unabhängiger als auch -abhängiger Systeme bedienen. 
Wir wendeten uns zunächst den HCO3- -unabhängigen zu. 
 
3.1 HCO3- -unabhängige Transporter der Calu-3 Zellen 
3.1.1 Substitutionsversuche zeigen die Aktivität des Na+/H+ -Austauschers 
Die HCO3- -unabhängigen Transporter kann man in Na+ -abhängige und Na+ -unabhängige 
unterteilen. Ein wichtiges Na+ -abhängiges Regulationssystem für den pH -Wert ist der 
Na+/H+ -Austauscher. Dieser transportiert Na+ -Ionen entlang des Konzentrationsgefälles in 
die Zelle hinein und gleichzeitig H+ -Ionen aus der Zelle heraus. Daher ist seine Triebkraft 
abhängig von der Differenz zwischen der intrazellulären und der extrazellulären Na+ -
Konzentration. Um zu überprüfen, ob Calu-3 Zellen einen Na+ -abhängigen H+ -Transporter 
besitzen, haben wir die im Folgenden beschriebenen Experimente durchgeführt. 
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Abb. 7: Dargestellt  wird ein repräsentatives Experiment. Nach einem NH4+ -Puls ist mit 5 Na+ -Lösung eine 
beinahe stagnierende Realkalinisierung zu beobachten. Erst unter 145 Na+ -Lösung erholt sich der pHi. 
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Die Zellen wurden durch den NH4+ -Puls (Methodenteil 2.3) azidifiziert, um danach die 
Erholungsraten unter verschiedenen Na+ -Konzentrationen (5 Na+ und 145 Na+) miteinander 
zu vergleichen. Die Geschwindigkeit der Realkalinisierung ist hierbei ein Maß für die 
Transportkapazität des Austauschers. 
In der Abbildung 7 ist ein typisches Experiment dargestellt. Während mit 5 Na+ -Lösung 
nahezu keine Realkalinisierung nach einem NH4+ -Puls zu beobachten ist, erholt sich der pHi 
unter 145 Na+ -Lösung rapide. 
Die Auswertung von 16 Experimenten bestätigt, dass sich die Zellen bei niedrigeren 
Konzentrationen langsamer erholen. In der Phase mit 5 mmol/l Na+ betrug die Erholung des 
pHi 0,027 ± 0,008 pro min, im Vergleich dazu war sie unter 145 mmol/l Na+ mit 0,084 ± 
0,013 pro min ca. 3 mal höher. Durch dieses Ergebnis wird deutlich, dass der Na+/H+ -
Austauscher eine erhebliche Bedeutung bei der Realkalinisierung der Calu-3 Zellen hat. 
 
3.1.1.1 Pharmakologische Charakterisierung des Na+/H+ -Austauschers 
Ein hochspezifischer Hemmstoff der ubiquitär exprimierten Isoform 1 des Na+/H+ -
Austauschers ist das Benzoylguanidiniumderivat HOE 694 (36). Die Substanz wurde 
eingesetzt, um zu überprüfen, ob diese Isoform des Transporters auch in Calu-3 Zellen eine 
Rolle für die pH -Regulation spielt. 
In der Abbildung 8 A ist ein Originalexperiment dargestellt. Die Calu-3 Zellen wurden durch 
einen NH4+ -Puls angesäuert, um dann die pHi -Erholung unter verschiedenen Kon-
zentrationen von HOE 694 zu messen. Mit steigender Konzentration des Hemmstoffes nimmt 
die Alkalinisierung der Zelle ab. 
Die Konzentrations -Wirkungskurve in Teil B zeigt eine Zusammenfassung der Erho-
lungsraten nach der Ansäuerung. Bei einer Konzentration von 10-6 mol/l (n=8) ließ sich eine 
Verlangsamung  um 79,3 ± 5,7 % beobachten. Als halbmaximale Hemmkonzentration (IC50) 
ermittelten wir einen Wert von ca. 160 nmol/l.  
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Abb. 8: HOE 694 hemmt die pH -Erholung nach Ansäuerung. A: Hier wurde der pH -Wert gegen die Zeit 
aufgetragen. Die Abbildung zeigt die Originalregistrierung eines repräsentativen Experimentes.  
B: Konzentrations-Wirkungskurve von HOE 694. Die Konzentration von HOE 694 wurde gegen die 
Erholungsrate des pH -Wertes aufgetragen. 
 
Die niedrige Hemmkonzentration der Substanz HOE 694 lässt den Schluss zu, dass Calu-3 
Zellen die Isoform 1 des Na+/H+ -Austauschers exprimieren. Anhand der Konzentrations-
Wirkungskurve ließ sich die minimale Konzentration von HOE 694 bestimmen, mit der in der 
folgenden Experimentalserie die Aktivität des Na+/H+ -Austauschers quantitativ ausgeschaltet 
werden konnte, um andere Transporter isoliert zu untersuchen. 
 
3.1.2 Die H+/K+ -ATPase: Beschleunigte pHi -Erholung in der Anwesenheit 
von K+ 
Viele Epithelien besitzen neben den Na+ -abhängigen Transportern auch Na+ -unabhängige 
Systeme. Die bekanntesten Vertreter dieser Gruppe sind die V - sowie die H+/K+ -ATPasen. 
Um zu untersuchen, ob auch eine H+/K+ -ATPase bei den Calu-3 Zellen die Regulation des 
pH-Wertes beeinflusst, wurde eine weitere Serie von Experimenten durchgeführt. Dazu wurde 
die Erholungsrate in der An- und Abwesenheit von einer isoosmolaren K+ -Lösung 
untersucht. In der nominalen Abwesenheit von Na+ und K+ (5 Na+) konnte eine 
Alkalinisierungsrate nahe der Null beobachtet werden, wie im Experiment der Abbildung 9 A 
zu sehen ist. Die Zusammenfassung von 5 Experimenten ergab dabei eine Erholung von 
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-0,0008 ± 0,004 pro min. (Abb. 9 B). Anschließend wurde die Erholungsrate in Anwesenheit 
einer 5 Na+ / 145 mmol/l K+ -Lösung gemessen. Dabei war genau wie in der Vorkontrolle 
durch die niedrige Na+ -Konzentration kein Beitrag zur Realkalinisierung durch den Na+/H+ -
Austauscher zu erwarten. Trotzdem zeigten die Zellen eine um den Faktor 14,4 schnellere 
Erholung als in der Vorkontrolle (n=5). Der Unterschied in den Erholungsraten konnte nur auf 
die hohe K+ -Konzentration zurückgeführt werden. Dieses Ergebnis ließe sich durch die 
Existenz einer H+/K+ -ATPase in Calu-3 Zellen erklären, welche im folgenden Teil 
nachgewiesen werden sollte (3.1.2.1). 
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Abb.9: Einfluß von 145 mmol/l K+ (KCl) in Abwesenheit von Na+. Teil A: Originalregistrierung. Aufgetragen 
wurde der pH-Wert gegen die Zeit. Teil B: Zusammenfassung von 5 Experimenten. Gezeigt wird die pH -
Erholung pro Minute von NMDG als Vor- und Nachkontrolle und der Hochkaliumlösung. 
 
3.1.2.1 RT -Polymerasekettenreaktion weist H+/K+ -ATPase nach 
Um unsere Ergebnisse mit einer weiteren Methode zu unterlegen, haben wir versucht,  
molekularbiologisch weitere Hinweise für die Expression einer H+/K+ -ATPase in Calu-3 
Zellen zu finden Dazu wurde mit zwei verschiedenen, isoformspezifischen Primerpaaren der 
nichtgastrischen H+/K+ -ATPase (ATP1AL1) je eine Polymerasekettenreaktion (PCR, siehe 
Methoden 2.6) durchgeführt. In beiden Fällen war bei den Calu-3 Zellen eine Bande bei 500 
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Basenpaaren zu erkennen (Abb. 10). Als Positivkontrolle wurde in einem parallelen Ansatz 
mRNA aus Nierengewebe verwendet (21). Die dabei entstandene Bande befindet sich auf 
gleicher Höhe mit der von den Calu-3 Zellen. Diese Ergebnisse zeigen die ATP1AL1 in Calu-
3 Zellen exprimiert wird. 
 
Primerpaar HK1  Primerpaar HK2 
 
Abb. 10: Nachweis der nichtgastrischen H+/K+ -ATPase mit Hilfe der RT-PCR. Um eine höhere Spezifität zu 
erzielen wurden zwei verschiedene Primerpaare (HK1, HK2) verwendet. 
 
3.2 HCO3- -abhängige Transporter  
Der zytosolische pH -Wert wird durch die Konzentration löslicher Puffer beeinflusst. In 
unserem Körper spielen dabei HCO3- -Ionen die wichtigste Rolle. Sie können entweder aus 
der Zelle in den Extrazellulärraum oder umgekehrt in den Intrazellulärraum transportiert 
werden. Durch HCO3- -importierende Systeme werden die Zellen alkalinisiert und ihre 
Erholungsrate nach Azidifizierung erhöht. 
 
3.2.1 HCO3- -Import 
Um die Bedeutung der HCO3- -abhängigen Imports in Calu-3 Zellen zu untersuchen, führten 
wir die im Folgenden beschriebene Experimentalreihe durch. Hierbei wurden die 
Erholungsraten nach NH4+ -Puls mit und ohne HCO3-  in der Perfusionslösung gemessen. In 
der Abbildung 11 A wird eines dieser Experimente dargestellt. Die Realkalinisierung des pHi 
ist unter Verwendung von HCO3- -haltiger Lösung deutlich schneller als ohne HCO3-. 
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In der Zusammenfassung der Erholungsraten (Abb. 11 B) zeigt sich, dass ohne HCO3- eine 
Erholungsrate von 0,061± 0,005 pro min erreicht wird (n=11). In Anwesenheit von HCO3- ist 
sie mit 0,19 ± 0,034 pro min um den Faktor 3,1 höher. 
 
 
 
Abb.11: Einfluss von HCO3- auf die Erholung nach Ansäuerung. Aufgetragen wurde der pH-Wert gegen die 
Zeit. Außerdem sind auf der x-Achse die Badlösungen aufgeführt. 
 
Diese Versuche zeigen die Steigerung der Erholungsrate durch alle HCO3- -importierenden 
Mechanismen, ohne eine Aussage über die einzelnen Transporter und ihre Aktivität zu 
treffen. In weiteren Experimenten sollte nun untersucht werden, welche HCO3- -abhängigen 
Systeme in Calu-3 Zellen vorhanden sind und ob sie eine Rolle bei der Realkalinisierung 
spielen. 
 
3.2.1.1 Natrium -Abhängigkeit des HCO3-  
Um zu überprüfen, ob der HCO3- -Transport von der extrazellulären Na+ -Konzentration 
abhängig ist, führten wir Versuche mit Lösungen verschiedener Na+ -Konzentrationen durch.  
Die Erholung des pHi unter 120 mmol/l Na+ war mit 0,4 ± 0,07 pro min auf 83,58 ± 11,83 % 
im Vergleich zur Vorkontrolle reduziert (n=4). 
Für diesen Effekt musste ein Na+ -abhängiger, HCO3- -importierender Transporter 
verantwortlich sein.  
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3.2.1.2 Pharmakologische Charakterisierung des NBC 
In der Literatur sind verschiedene Na+ -abhängige HCO3- -Transporter beschrieben. Eine 
herausstechende Eigenschaft der bisher klonierten Transporter ist die Empfindlichkeit 
gegenüber Sulfonylstilbenen. Aus diesem Grunde verwendeten wir den NBC -Hemmstoff 
DIDS in ansteigenden Konzentrationen. Das Ergebnis ist in der Abbildung 12 zu sehen. Im 
Originalversuch (Teil A) setzt unter 5 Na+ nur eine geringe Erholung ein, die unter 145 Na+ 
ansteigt. Dieser Effekt ist nicht durch den Na+/H+ -Austauscher bedingt, da er während des 
Versuchs durch HOE 694 und EIPA gehemmt wird. DIDS hingegen hemmt die schnellere 
Realkalinisierung, wie nach dem zweiten NH4+ -Puls in Abbildung 12 A zu sehen ist. 
In der Konzentrations -Wirkungskurve (Teil B) zeigt sich, dass bereits bei der niedrigsten 
Konzentration von DIDS (100 µmol/l) eine starke Abnahme der Erholungsrate gemessen 
wurde. Im Vergleich zur Vorkontrolle ist sie um 53,14 ± 20,1% gehemmt worden (n=6). Bei 
steigenden Konzentrationen des Hemmstoffes ist ein weiterer Rückgang der Realkalinisierung 
zu beobachten. Die halbmaximale Hemmkonzentration betrug 125 µmol/l. Diese Ergebnisse 
zeigen, dass der in Calu-3 Zellen exprimierte NBC durch Diisocyanostilben hemmbar ist. 
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Abb. 12: Einfluss des NBC an der Erholungsrate, gezeigt anhand seiner Hemmbarkeit durch DIDS.  
A: Originalregistrierung. Aufgetragen wurde der pH-Wert gegen die Zeit. B: Konzentrations- Wirkungskurve. 
Aufgetragen wurde die pH –Erholung gegen die Konzentration des Hemmstoffes. 
 
 
3.2.1.3 Bestimmung der Elektrogenität des NBC durch parallele Messungen 
von Membranpotential und pHi -Wert 
Unter den NBC gibt es elektrogene und elektroneutrale Systeme. Um zwischen ihnen 
unterscheiden zu können, wurde der HCO3- -Transport bei verschiedenen Membran-
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potentialen beobachtet. Der größte Teil der in diesem Abschnitt aufgeführten Ergebnisse 
stammt aus parallelen Messungen von pH -Wert und Membranpotential.  
1-Ebio, ein Aktivator von Calcium abhängigen K+ -Kanälen (13), führt zu einer 
konzentrationsabhängigen Hyperpolarisation der Calu-3 Zellen, wie in Abbildung 13 A zu 
sehen ist. Bei einer Zusammenfassung von 4 - 8 Experimenten findet die Hyperpolarisation 
ihr Maximum von –82 ± 6 mV (n=8) bei einer Konzentration von 1 mmol/l (Abb. 13 B).  
 
 
 
Abb. 13: Wirkung von 1-Ebio auf das Membranpotential: Hyperpolarisation durch öffnen Ca2+ -abhängiger K+ -
Kanäle. A: Originalregistrierung. Aufgetragen wurde das Membranpotential gegen Zeit bei verschiedenen 
Konzentrationen. B: Konzentrations- Wirkungskurve. Aufgetragen wurde das Membranpotential gegen die 
Konzentration von 1-Ebio. 
 
Unter der Hyperpolarisation durch 1-Ebio kam es zu einer Azidifizierung der Zellen (rote 
Kurve), die sich bei den Kontrollen (grün und gelb) ohne 1 -Ebio nicht zeigte (Abb.14 A). Bei 
dem darauf folgenden NH4+ -Puls konnte eine Ansäuerung stärker als während der Vor- und 
Nachkontrolle beobachtet werden, wohingegen die Alkalinisierung verlangsamt war. Dies 
spricht gleichermaßen für die Aktivität eines elektrogenen NBC, dessen Triebkraft durch den 
Einsatz von 1 –Ebio und die damit verbundene Hyperpolarisation herabgesetzt worden ist.  
Die Auswertung 7 weiterer Experimente ist in Abb.14 B zu sehen. Im Vergleich zur 
Vorkontrolle zeigte sich mit 1-Ebio eine um 28,9 ± 7,1 % langsamere Erholungsrate. In der 
Nachkontrolle liegt sie bei 0,31± 0,03 pro min. 
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Abb.14: 1-Ebio säuert die Zellen an und reduziert die Erholungsrate nach NH4 Puls A: Originalregistrierung. Der 
pH-Wert wurde gegen die Zeit aufgetragen. B: Zusammenfassung von 7 Experimenten. Verglichen wurden die 
Erholungsrate unter 1-Ebio mit Vor- und Nachkontrolle. 
 
Nachdem die Zellen unter Hyperpolarisation einen niedrigeren HCO3- -Einstrom zeigten, 
wurden sie in einer weiteren Versuchsreihe durch Forskolin, einer Substanz die das zelluläre 
cAMP erhöht (47; 60), depolarisiert. In 21 Experimenten wurde dabei eine Depolarisation von 
-50,19 ± 4,8 mV auf -46,76 ± 4,5 mV gemessen. 
In der Anwesenheit von Forskolin erfolgte eine schnellere Erholung des pHi nach 
Azidifizierung der Zellen (Abb. 15 A). Diese Beobachtung unterstützt die Annahme, dass es 
sich bei dem hier gesuchten System um einen elektrogenen NBC handelt, für den durch 
Depolarisation die Triebkraft erhöht wird. 
Eine Zusammenfassung von sieben Experimenten ist in Abbildung 15 B dargestellt. In der 
Vorkontrolle liegt die Realkalinisierungsrate mit 0,18 ± 0,03 pro min um 27,8 ± 16,7 % unter 
der mit Forskolin. Auch die Erholung der Nachkontrolle ist mit 0,17 ± 0,03 langsamer. Die 
Ergebnisse der Erholung des pHi unter Depolarisation des Membranpotentials bestätigen die 
unter Hyperpolarisation gemachten Beobachtungen. Beide sind mit einem elektrogenen NBC 
zu vereinbaren. 
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Abb. 15: Forskolin beschleunigt die Realkalinisierung nach Azidifizierung mit Ammoniumpuls. A: Original-
registrierung. Aufgetragen wurde der pH-Wert gegen die Zeit. B: Zusammenfassung von 7 Experimenten. 
Höhere Erholungsrate durch Depolarisierung.  
 
3.2.2 HCO3- -Export 
HCO3- kann auf zwei Wegen die Zelle verlassen, entweder über einen Anionenaustauscher 
(AE) oder über einen Ionenkanal. Für viele HCO3- -transportierende Epithelien wie z.B. 
Pankreasgangzellen und Duodenalkrypten wurde gezeigt, dass Anionenaustauscher die 
dominierenden Transportsysteme sind (29; 44; 65). Diese Transportsysteme tauschen HCO3- -
Ionen gegen Cl- -Ionen aus und können dadurch an der physiologischen Bikarbonatsekretion 
beteiligt sein. In den folgenden Versuchen haben wir die Rolle von AE bei Calu-3 Zellen 
untersucht. Dafür wurde Chlorid aus der Lösung entfernt und durch Glukonat oder HCO3- 
ersetzt. 
Wird Cl- aus der Lösung durch Gluconat ausgetauscht, alkalinisieren die Zellen (Abb. 17 A). 
Dieses Ergebnis würde sich gut durch einen AE erklären lassen, dessen Transportrichtung 
durch die geringere Cl- -Konzentration in der Perfusionslösung umkehrt und HCO3- in die 
Zellen transportiert. Mit Forskolin in der Lösung zeigen die Zellen eine schnellere 
Alkalinisierungsrate. Beim Hinzufügen von DIDS in einer Konzentration von 200 µmol/l 
kommt es zu keiner Hemmung der Alkalinisierung, was gegen die Aktivität eines DIDS 
sensitiven AE spricht. 
Teil B zeigt auf der linken Seite eine Zusammenfassung von mehreren Experimenten. Unter 
Glukonatlösung mit Forskolin ließ sich eine 4,7 -mal schnellere Alkalinisierung beobachten 
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als nur mit Glukonatlösung. Die Alkalinisierung mit DIDS war um 0,348 ± 0,028 Einheiten 
pro Minute geringfügig höher als ohne DIDS (0,326 ± 0,037 u/min). Die erhöhte 
Erholungsrate unter Glukonat geht einher mit einer bei den Saugelektrodenversuchen 
gemessenen Veränderung des Membranpotentials. In 10 Versuchen depolarisierten die Zellen 
um durchschnittlich 20,3 mV von -42,5 ± 3,25 mV in der Vorkontrolle auf -22,2 ± 5,88 mV 
unter Glukonatlösung. Dadurch steigt die Triebkraft für den elektrogenen HCO3- -Einstrom, 
wodurch sich die bei den pH -Werten gemessene Alkalinisierung erklären lässt.  
Auch durch den Austausch von Cl- durch HCO3- alkalinisieren die Zellen (Zusammenfassung 
in Abb. 17 B rechter Teil). Hierbei zeigen die Zellen durch Hinzufügen von einer Lösung mit 
100 mmol/l HCO3-  (100 BIC) eine Alkalinisierungsrate von 0,15 ± 0,03, die durch Forskolin 
um den Faktor 4,9 erhöht wird. Bei den parallel gemessenen Saugelektrodenversuchen zeigt 
sich wie bei der Glukonatlösung eine Depolarisation. Diese beträgt in 17 Versuchen 
durchschnittlich 3 mV. 
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Abb. 17: Forskolin stimuliert den Cl- -abhängigen HCO3- -Transport. Dieser Effekt ist nicht durch DIDS hemm-
bar. A: Originalregistrierung B: Zusammenfassung von mehreren Experimenten. 
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3.2.2.1 Glibenclamid hemmt schnellere Erholungsrate unter Forskolin und 
5 Cl- -Lösung 
Um zu überprüfen, ob die durch Forskolin beschleunigte Alkalinisierung der Zellen bei 
Wegnahme von Cl- durch CFTR vermittelt ist, führten wir Experimente in Anwesenheit eines 
CFTR Inhibitors durch. Im Originalexperiment (Abb. 18  A) ist im ersten Teil des Versuches 
eine starke Alkalinisierung, ausgelöst durch Glukonatlösung in Anwesenheit von Forskolin, 
zu sehen. Durch Hinzufügen von Glibenclamid bei Beibehalten des gleichen Versuchablaufs 
wurde diese Alkalinisierung gehemmt. Die Zusammenfassung von 10 Experimenten zeigt das 
gleiche Ergebnis (Abb. 18 B). Mit Glukonat und Forskolin erreichten die Zellen eine 
Alkalinisierung von 0,29 ± 0,04 pro min. Diese wird durch Glibenclamid auf 77,6 ± 12,99 % 
reduziert. 
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Abb. 18: Glibenclamid hemmt die Alkalinisierung unter Glukoant und Forskolin. A: Originalexperiment. B: 
Zusammenfassung von 10 Experimenten. 
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4 Diskussion 
4.1 HCO3- -unabhängige Transporter der Calu-3 Zellen 
4.1.1 Die Aktivität des Na+/H+ -Austauschers  
Alle Zellen des menschlichen Körpers besitzen Na+/H+ -Austauscher (NHE) zur pH -Re-
gulation. Neben ihrer Funktion, den zytosolischen pH -Wert konstant zu halten, sind NHEs 
für Resorptions- und Exkretionsvorgänge in vielen Epithelien wichtig. In der 
Bauchspeicheldrüse ist der Export von H+ -Ionen notwendige Voraussetzung für den 
Transport von HCO3- -Ionen. Eine ganze Reihe von Arbeitsgruppen hat die funktionale 
Bedeutung dieses Proteins in Atemwegsepithelien nachgewiesen (16; 27; 66). In der 
vorliegenden Arbeit konnten wir zeigen, dass Calu-3 Zellen einen Na+ -abhängigen pH -
Regulationsmechanismus besitzen. Unter Zuhilfenahme des spezifischen Blockers HOE 694 
(10; 36) konnte dargestellt werden, dass es sich hierbei um die Isoform 1 des 1989 (55) 
erstmals klonierten NHEs handelt. Die Verwendung dieses hochaffinen Blockers ermöglichte 
uns dabei die genaue Untersuchung des Sekretionsmechanismus, im Gegensatz dazu wurden 
die Daten von Inglis et al in Anwesenheit einer unspezifisch hohen Konzentration von 10-3 
mol/L Amilorid erhoben (27). Somit konnten wir als erste Arbeitsgruppe zeigen, dass die 
Isoform 1 des NHEs den pH –Wert von Calu-3 Zellen mitreguliert. Ob weitere Isoformen 
ebenfalls im Sekretionsmechanismus von Atemwegsepithelien eine Rolle spielen, können wir 
zum momentanen Zeitpunkt nicht ausschließen. 
 
4.1.2 Die Aktivität der H+/K+ -ATPase 
Während der Untersuchung der Na+ -abhängigen pH -Regulationsmechanismen zeigte sich, 
dass eine Komponente der Realkalinisierung von der extrazellulären Na+ -Konzentration 
unabhängig und nicht vollständig durch HOE 694 hemmbar war. Ein weiterer Mechanismus 
um H+ -Ionen aus der Zelle herauszutransportieren sind primär aktive H+/K+ -ATPasen. Über 
die Beteiligung der H+/K+ -ATPase an der Regulation des pH -Wertes von Atem-
wegsepithelien gibt es verschiedene Theorien. So entdeckten Smith und Welsh 1993, dass in 
primären Epithelzellkulturen von Atemwegsepithelien H+ -Ionen sezerniert und K+ -Ionen 
absorbiert werden (61). Sie vermuteten, dass eine apikale H+/K+ -ATPase für die luminale 
Azidifizierung verantwortlich ist. Diese Annahme basierte auf der beobachteten 
Hemmbarkeit der K+ -Absorption durch Schering 28080 (Hemmstoff der gastrischen H+/K+ -
ATPase). Nach Meinung der Autoren muss es noch andere H+ transportierende Systeme in 
der apikalen Membran geben, weil Schering 28080 die H+ -Sekretion nicht komplett 
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gehemmt hat. In unseren Experimenten konnten wir keinen signifikanten Effekt dieser 
Substanz beobachten. Die Vermutung liegt nahe, dass die in den Calu-3 Zellen exprimierte 
Isoform in ihrer pharmakologischen Hemmbarkeit verschieden ist oder die durch diese 
Substanz verursachten Änderungen mit unseren Methoden nicht detektiert werden konnten. 
Eine weitere Isoform dieses Proteins stellt die nicht-gastrische H+/K+ -ATPase dar. 
Tatsächlich wurde diese von einer Arbeitsgruppe durch Versuche mit Ouabain (Hemmstoff 
der Na+/K+- und der nicht-gastrischen H+/K+ -ATPase) in Atemwegsepithelien nachgewiesen 
(8). Wir konnten mittels PCR die Expression der nicht-gastrischen H+/K+ -ATPase in Calu-3 
Zellen zeigen. So ist es möglich, dass entweder nur diese eine Isoform in Calu-3 Zellen 
exprimiert wird, oder dass zusätzlich eine gastrische H+/K+ -ATPase vorhanden ist, die wir 
allerdings nicht detektieren konnten. 
Im Gegensatz zu unseren Ergebnissen schließen andere Autoren die Beteiligung sowohl der 
gastrischen als auch der nicht-gastrischen H+/K+ -ATPase an der Protonensekretion aus (17) 
oder glauben, sie sei auf eine V -H+ -ATPase zurückzuführen (28). Außerdem gibt es 
Arbeiten, die beschreiben, dass sich weder die Na+ -Konzentration noch der pH –Wert von 
frischem Sekret der Atemwegsdrüsen bei CF -Zellen von dem der normalen Zellen 
unterscheiden und nur die Viskosität bei den CF -Zellen erhöht ist (30; 31). Wäre dies der 
Fall, so ist die Theorie, dass die azidifizierende Wirkung der H+/K+ -ATPase bei der CF 
aufgrund des defekten CFTR Kanals nicht mehr kompensiert wird (8; 61; 7)zu verwerfen. 
Doch gerade auf diesem Weg lässt sich die in der Einleitung beschriebenen Pathophysiologie 
der Atemwegsmanifestation der CF erklären. Eine mögliche Fehlerquelle der Versuche von 
Raymond et al ist, dass nicht berücksichtigt wurde, dass die CF -Zellen hypertrophiert waren 
und nur einzelne Zellen betrachtet wurden. Es wäre aber durchaus möglich, dass bei der CF 
einige Zellen gar nicht zur Sekretion in der Lage sind. Außerdem stehen diesen Ergebnissen 
einige Arbeiten gegenüber, die eine erhöhte Azidifität des ASL von CF -Zellen zeigen (8; 
63). Fest steht aber, dass sich keine Arbeitsgruppe mit isolierten serösen Drüsenzellen 
beschäftigt hat – diese stellen eine Subgruppe der Epithelzellen dar, aus denen sich die 
submukösen Drüsen zusammensetzen. 
Außerdem wird unter Umständen das von diesen Zellen produzierte Primärsekret während 
des Transports an die Oberfläche der Atemwege weiter modifiziert. 
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4.2 HCO3- -Transporter der Calu-3 Zellen 
Neben den Systemen für H+ -Ionen haben wir uns mit den HCO3- -Transportern beschäftigt. 
Auch diese können ebenso wie H+ -Transporter Na+ -abhängig oder Na+ -unabhängig sein. 
Im Rahmen dieser Arbeit konnten Hinweise für beide Transportformen gefunden werden. 
 
4.2.1 Natrium -abhängiger Transport  
Wir konnten zeigen, dass die Erholungsrate des pH -Wertes in Anwesenheit von HCO3- von 
der extrazellulären Na+ -Konzentration abhängig war. Diese Beobachung spricht für die 
Beteiligung eines NBC, der an vielen Zellen einen wesentlichen Beitrag zur HCO3- -
Aufnahme darstellt. Der von Romero et al aus der Niere des Salamanders klonierte NBC ist 
als elektrogen, Na+ -abhängig, HCO3- -abhängig, Cl- -unabhängig und durch DIDS hemmbar 
charakterisiert (53). Die HCO3- / Na+ -Stöchiometrie des kNBC-1 im proximalen Tubulus der 
Niere beträgt 3:1, die der im Pankreas exprimierten Isoform pNBC-1 2:1. Auch in 
Atemwegsepithelien wurde mit Hilfe von molekularbiologischen und proteinbiochemischen 
Techniken die Expression einer Isoform des NBC1 nachgewiesen (46). In unseren Versuchen 
mit Calu-3 Zellen konnten wir außerdem zeigen, dass dieser Transporter die Zellen in 
Abhängigkeit von extrazellulären Na+ alkalinisiert. Die Transportrate wurde durch das 
Stilbenderivat DIDS beeinflusst, was mit Beobachtungen anderer Autoren übereinstimmt und 
ebenfalls auf einen NBC hindeutet (14; 22; 57). Außerdem zeigen unsere Daten eine 
Potentialabhängigkeit dieses Transporters. Die Realkalinisierung nach Ammoniumpuls 
wurde durch den hyperpolarisierenden Effekt von 1-EBIO gehemmt und durch die 
depolarisierende Wirkung von FSK gefördert, was für einen elektrogenen NBC spricht, der 
die Zelle mit HCO3- speist. Durch Hyperpolarisation verliert der NBC seine Triebkraft, 
wodurch die zytosolische HCO3- Konzentration abnimmt. Umgekehrt besteht die 
Möglichkeit, dass die Triebkraft des elektrogenen NBC durch Depolarisation aufrecht-
erhalten wird. So entsteht während der Aktivierung der CFTR Cl- -Leitfähigkeit eine 
Depolarisation der Zelle, wodurch die Aktivität des NBC für den HCO3- -Import durch die 
basolaterale Membran erhöht wird, während der HCO3- -Export über einen nicht vollständig 
geklärten Mechanismus durch die apikale Membran erfolgt. Ist nun bei der CF die Cl- -
Sekretion gestört, so ist die Depolarisation vermindert und es kommt zu einer reduzierten 
HCO3- -Sekretion. Durch diese Koppelung des NBC an die Aktivität vom CFTR –Kanal 
erklären die Autoren auch den Unterschied der Transportrichtung des NBC in den 
proximalen Tubuluszellen der Niere und im Pankreas. In der Niere, wo kein CFTR 
exprimiert wird, transportiert der NBC mit einer Stöchiometrie von 3:1 gegen den 
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chemischen Gradienten HCO3- und Na+ von der Zelle ins Blut, wobei das Membranpotential 
die wesentliche Triebkraft darstellt. In Pankreasgangzellen vermittelt der NBC hingegen die 
HCO3- -Aufnahme, was neben der unterschiedlichen Stöchiometrie auch mit der Expression 
von CFTR in der luminalen Membran der Gangzellen erklärt wird. Möglicherweise genügt 
die aus der Aktivierung der Cl- -Leitfähigkeit resultierende Depolarisation, um die Triebkraft 
für die HCO3- Aufnahme zu sichern. Ausserdem muss in Betracht bezogen werden, dass es 
auch NBCs mit Phosphorylierungsstellen für die Proteinkinase A gibt (14). Die im Pankreas 
exprimierte Isoform, pNBC1, weist mehrere Stellen auf, die durch Proteinkinase A 
phosphoryliert und damit auch durch FSK direkt aktiviert werden könnten. Ob die in Calu-3 
Zellen exprimierte Isoform des NBC1 durch Phosphorylierung reguliert wird oder ob die 
Transportrate ausschließlich über die Triebkraft bestimmt wird, muss noch weiter untersucht 
werden. 
 
4.2.2 Der elektroneutrale Transport des AE  
Unter den HCO3- -abhängigen Transportern ist der AE durch seine Na+ -Unabhängigkeit und 
seine Elektroneutralität charakterisiert. Es wurden verschiedene AE Isoformen in 
Atemwegsepithelien nachgewiesen (16; 27; 40). Bei unseren Versuchen ist es allerdings 
nicht gelungen, deren Aktivität in Calu-3 Zellen zu zeigen. Zwar haben wir durch den Ersatz 
von Cl- durch Glukonat eine Alkalinisierung der Zellen beobachtet, doch diese war nicht auf 
einen klassischen AE zurückzuführen. So ließ sie sich nicht durch DIDS hemmen und zeigte 
sich vom Membranpotential abhängig, was für einen elektrogenen Transporter spricht. Auch 
andere Arbeitsgruppen konnten keinen Hinweis auf eine Beteiligung eines AE an der HCO3- 
-Sekretion in Calu-3 (14) und anderen Atemwegsepithelzellen (2; 66) zeigen. Allerdings gibt 
es auch gegenteilige Vermutungen (27; 35). Deshalb wollen wir unsere Ergebnisse genauer 
mit denen von Lee et al (35) vergleichen. Hier ergaben sich Unterschiede sich beim Einsatz 
von DIDS. Bei den Versuchen von Lee et al mit HEK 293 Zellen bewirkte diese Substanz 
eine Hemmung des pH -Anstiegs bei Entfernen von Cl- aus der Badlösung. Wir haben  
vergleichbare Experimente durchgeführt, kamen aber an Calu-3 Zellen zu anderen 
Ergebnissen. Die Autoren haben während ihrer Arbeit mit verschiedenen Zelltypen einen 
Zusammenhang zwischen dem Grad der CFTR Expression und der Hemmbarkeit des AE 
durch DIDS festgestellt. So war der AE in Zellen mit hoher CFTR Expression im Gegensatz 
zu Zellen mit niedriger CFTR Expression nicht durch DIDS hemmbar. Da Calu-3 Zellen 
einen ausserordentlich hohen Expressionsgrad an CFTR besitzen, könnte dadurch die 
Diskrepanz zwischen diesen gegensätzlichen Ergebnissen erklärt werden. 
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Es gibt noch eine weitere Möglichkeit, die ausbleibende Hemmung durch DIDS zu erklären. 
Die Anionentransporter sind in einer Genfamilie, den sogenannten Solute Carrier Proteinen 
zusammenfasst. Diese umfasst neben den bekannten Vertretern, dem NKCC und den AE1-4,  
eine erst kürzlich entdeckte Familie von Transportern, die SLC26 Proteine, die größere 
Moleküle transportieren und wesentlich schlechter durch DIDS gehemmt werden. Welches 
der SLC 26 Proteine aber würde überhaupt für den hier beobachteten Transport in Frage 
kommen? Am Stärksten in der Lunge exprimiert wird SLC 26 A9, wo es sich in der 
luminalen Membran der Zellen befindet. Doch dieses Protein transportiert Cl-, Oxalat und 
Sulfat (41), kein HCO3- und ist somit für den von uns untersuchten Cl-/ HCO3- - Transport 
von untergeordneter Bedeutung. Einige von den SLC 26 Proteinen transportieren Cl- und 
HCO3-, das elektrogene SLC 26 A6 Protein mit einer HCO3-/Cl- -Stöchiometrie von ≥2 (33). 
Dieses Protein wird im Pankreas, in der Niere und nur in geringem Ausmass in der Lunge 
exprimiert (41; 67). Auch dieser Transporter zeigt eine gewisse DIDS -Sensitivität (62), was 
ihn nach unseren Experimenten genau wie die klassischen SLC 4 Proteine ausschließt. Das 
apikal lokalisierte SLC 26 A3 (auch als DRA (downregulated in adenoma) bekannt) 
hingegen, das als Cl-/ HCO3- Austauscher mit einer Cl-/ HCO3- -Stöchiometrie von ≥2 
arbeitet (33), findet man auch in Atemwegsepithelien. Seine RNA Expression wird in 
Tracheazellen durch CFTR induziert, was einen neuen Erklärungsansatz für die reduzierte 
HCO3- -Sekretion bei der CF liefern könnte (67). Da Calu-3 Zellen aus einem 
Adenokarzinom gewonnen wurden, wäre es allerdings nicht überraschend, wenn die 
Expression dieses Proteins nur gering wäre. 
Allerdings zeigte sich bei unseren Versuchen, dass die beobachtete Alkalinisierung beim 
Entfernen von Cl- aus der Badlösung durch Glibenclamid, einem bekannten Inhibitor für 
CFTR, hemmbar war. Wenn der hier beobachtete Effekt wirklich durch ein Mitglied der SLC 
26 Familie hervorgerufen würde, so müsste dieses ebenfalls durch Glibenclamid hemmbar 
sein. So liegt bei dem momentanen Stand der Forschung die Erklärung, dass CFTR selbst in 
der Lage ist, HCO3- zu transportieren, deutlich näher, als auf einen von CFTR vermittelten 
Transport durch ein SLC 26 Protein zu schließen. Doch um diese Möglichkeit sicher 
auszuschließen, müsste ihre Expression in Calu-3 Zellen durch weitere Methoden überprüft 
werden. 
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4.2.3 CFTR als HCO3- -Transporter 
Nach wie vor stellt sich die Frage nach dem apikalen Export von HCO3-. Unsere 
Experimente zeigten eine Alkalinisierung der Zellen durch den Ersatz von Cl- durch 
Glukonat. Dieser Effekt wurde durch Forskolin verstärkt und war nicht durch DIDS, wohl 
aber durch Glibenclamid (Hemmstoff des CFTR) hemmbar. Somit deuten unsere Ergebnisse 
auf eine Beteiligung von CFTR an dem hier beobachteten HCO3- -Transport hin. In der 
Literatur finden sich viele Arbeiten, die dafür sprechen, dass CFTR direkt oder indirekt bei 
der HCO3- -Sekretion beteiligt ist (14; 27; 32; 38; 47; 66). Studien in denen die Leitfähigkeit 
von CFTR für verschiedene Anionen untersucht wurde berichteten HCO3-/Cl- - 
Permeabilitätsverhältnisse zwischen 0,13 und 0,25 (20; 25; 26; 38; 47). Inwiefern aber reicht 
die doch eher niedrige Permeabilität aus, um HCO3- zu transportieren? So gibt es auch 
Autoren, die der Meinung sind, dass CFTR kein HCO3- -Kanal sein kann (35). Bei den 
Versuchen von Lee et al zeigten die azidifizierten, durch Forskolin stimulierten Zellen bei 
Hinzufügen von HCO3- keine Veränderung des pHi. Auch mit der Depolarisation durch 5 
mM Ba+, 100 mM K+ oder 125 mM K+ erreichten die Autoren keine Wirkung auf die pHi –
Veränderungen, die unter Hinzufügen und Entfernen von Cl- beobachtet wurden. Außerdem 
hatten Hemmstoffe des CFTR keinen Einfluss auf die oben beschriebenen pHi –
Veränderungen. Diese Daten sprechen dagegen, dass CFTR ein HCO3- -Kanal ist.  
Unsere Experimente allerdings bestätigen die Hypothese, dass CFTR selber für den HCO3- 
Export verantwortlich ist. Genauso wurde von anderen Autoren beobachtet, dass eine 
Vorbehandlung mit Glibenclamid nicht nur zur Hemmung der Sekretion, sondern zu einer 
disproportional großen Reduktion des HCO3- -Exports führte (2). Somit sprechen unsere 
Ergebnisse, ebenso wie die einiger anderer Arbeitsgruppen, für einen konduktiven HCO3- -
Transport durch CFTR. Auch bei einem angenommenen HCO3-/Cl- - Permeabilitätsverhältnis 
von 0,25 für CFTR kann dieses einen HCO3- -Transport gewährleisten solange eine 
ausreichend hohe Triebkraft durch den vorherrschenden Konzentrationsgradienten vorhanden 
ist.  
Selbst wenn CFTR in der Lage ist, HCO3- zu transportieren, ist noch immer die Frage offen, 
ob die Symptomatik der CF auf eine gestörte Cl- - oder HCO3- -Sekretion zurückzuführen ist. 
Der Antwort ist man mit Sicherheit durch die Arbeit von Choi et al näher gekommen (4). Die 
Autoren haben herausgefunden, dass das Verhältnis vom HCO3-- zum Cl- -Transport 
verschiedene klinisch relevanter Mutanten mit der jeweiligen Pankreasfunktion korrelierte. 
Dabei wurde bei einigen CF -Formen mit Pankreasinsuffizienz eine deutlich reduzierte 
HCO3- -Sekretion beobachtet, während überraschenderweise die Cl- -Sekretion unbeeinflusst 
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war. So zeigt sich am Beispiel des Pankreas die Wichtigkeit des HCO3- -Transportes für die 
Pathophysiologie. Die Schlussfolgerung liegt nahe, dass auch in den Atemwegen der Mangel 
an HCO3- und die beobachtete Erhöhung der Azidifität einen Beitrag zu den Beschwerden 
leisten.  
 
4.2.4 Modell für den HCO3- -Transport in Calu-3 Zellen 
In einem abschließenden Modell wollen wir unser Konzept des vektoriellen HCO3- -
Transports darstellen. Calu-3 Zellen weisen auf ihrer basolateralen Membran K+ -Kanäle, eine 
Na+/ K+ -ATPase, einen elektrogenen NBC mit unbekannter Stöchiometrie, einen Na+/ H+ -
Austauscher und einen Na+/ K+/ 2Cl- –Kotransporter auf. Die luminale Membran wird im 
Wesentlichen durch die Aktivität von CFTR bestimmt.  
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Abb. 19: HCO3- -Sekretion 
 
Anhand der Modelle wollen wir erläutern, dass in Calu-3 Zellen prinzipiell zwei 
Sekretionszustände, in denen sich eine Zelle befinden kann, existieren. Das erste Modell 
(Abb. 19) beschreibt, wie es durch Forskolin zur Aktivierung des CFTR und zur 
Depolarisation der Zelle kommt. Dadurch wird HCO3- über den elektrogenen NBC, der seine 
Triebkraft zusätzlich zum elektrischen Gradienten durch den von der Na+ /K+ -ATPase 
aufrechterhaltenen chemischen Gradienten für Na+ erhält, zusammen mit Na+ in die Zelle 
transportiert. Währenddessen ist die Triebkraft für den elektroneutralen Na+/ K+/ 2Cl- –
Apikal                                         Basolateral 
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Kotransporter nicht ausreichend, wodurch es zur Erniedrigung der Cl- -Konzentration kommt. 
Die durch diesen Mechanismus bedingte Erhöhung der HCO3- -Konzentration in der Zelle 
ermöglicht die HCO3- -Sekretion durch CFTR. 
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Abb. 20: Cl- -Sekretion 
 
Werden in der basolateralen Membran K+ -Kanäle aktiviert, so hyperpolarisiert die Zelle, der 
elektrogene NBC verliert an Triebkraft und die zytosolische HCO3- Konzentration fällt ab 
(Abb. 20). Der chemische Gradient, wiederum durch die Na+ /K+ -ATPase aufrechterhalten, 
sorgt für die Aktivität des Na+/ K+/ 2Cl- –Kotransporters. So steigt die Anzahl der Cl- -Ionen 
in der Zelle wodurch die Cl- -Sekretion überwiegt. 
Mit dem hier dargestellten Mechanismus lässt sich erklären, wie die HCO3- -Sekretion an die 
Funktion des CFTR gekoppelt ist. Wenn unser Modell der Calu-3 Zellen repräsentativ für 
alle Atemwegsepithelien ist, kann daraus die Konsequenz gezogen werden, dass der HCO3- -
Transport in der Lunge eine ähnlich wichtige Bedeutung hat, wie es in anderen Geweben (4) 
der Fall ist. Eine Wiederherstellung des defekten HCO3- -Transportes könnte vor diesem 
Hintergrund eine ganz neue Bedeutung bei der Therapie von Atemwegserkrankunen 
darstellen. 
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